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(54) Title: PROTON-TRANSLOCATING RETINAL PROTEIN 

(54) Bezeichnung: PROTONEN-TRANSLOZTERENDES RETTNALPROTEIN 



^ (57) Abstract: The invention relates to proton-translocating retinal proteins, which have a slower photocycle in comparison to the 
<S wild type and whose all trans retinal content in both the light-adapted and dark-adapted states does not differ by more than 10%. 
O The invention also relates to a photochromic composition and to the use of both the proton-translocating retinal proteins and the 
photochromic composition. 



© 



(57) Zusammenfassung: Die Erfindung betrifft Protonen-translozierende Retinajproteine, die einen gegeniiber dem Wildtyp ver- 
langsamten Photozyklus aufweisen und deren all-frarcy-Retinal-GehaH im Hell und im Dunkel-adaptierten Zusland um nicht mehr 
als 10% voneinander abweicht. Die Erfindung betrifft weiterhin eine photochrome Zusammensetzung und die Verwendung der Pro- 
tonen-translozierenden Retinal pro teine sowie der photochromen Zusammensetzung. 



WO 02/10207 PCT/EP01/08715 



Protonen-translozierendes Retinal protein 

Die Erfindung betrifft ein Protonen-translozierendes Retinalprotein, eine das Protonen- 
translozierende Retinalprotein enthaltende photochrome Zusammensetzung und die Ver- 
wendung des Protonen-translozierendes Retinalproteins und der Zusammensetzung. 

Halobakterien sind Archaea, die neben den Bacteria und Eukarya eine dritte DomSne des 
Lebens bilden. Archaea verdanken ihren Namen den ungewOhnlichen Biotopen, in denen 
sie vorkommen. Sie leben haufig unter „archaischen" Bedingungen, d.h. bei extremen 
Temperaturen, Salzkonzentrationen oder pH-Werten, wie sie auf der frQhen Erdoberflache 
geherrscht haben kOnnten. 

Die haiophilen Archaea umfassen 9 Genera (z.B. Halobacterium, Haloferax, Natrvnomo- 
nas, etc.) und sind durchwegs extremophil, d.h. sie leben in SalzlGsungen, deren Konzen- 
tration von 2 molar bis zur Sattigung reicht und die manchmal noch zusStziich alkalische 
pH-Werte bis zu pH 1 1 aufweisen. In der Natur sind die Halobakterien Teil eines komplexen 
Okosystems. Die bei permanenter Sonneneinstrahlung wachsende Salinitat in Salzgewin- 
nungsanlagen oder die Bedingungen im Toten Meer und anderen natQrlichen hypersalinen 
GewSssern erlaubeh nach den jahrlichen Regengussen zunichst das photolitotrophe 
Wachstum der halotoleranten Grunalge Duniella pan/a bis zu einem Salzgehalt von etwa 
12%. Nach Oberschreiten der fur sie optimalen Bedingungen stirbt Duniella ab und ermSg- 
licht das massive Wachstum von haiophilen Archaea, die auf Grund ihres Carotinoidgehalts 
oft zu einer RotfSrbung dieser GewSsser fuhren. 

Die haiophilen Archaea besitzen neben Fermentation, aerober und anaerober Atmung eine 
zusstzliche Moglichkeit der Energieumwandlung, die unter den Archaea einmalig ist: sie 
kfinnen mittels Retinal-abhSngiger Photosynthese Energie aufnehmen und umwandeln. Im 
Gegensatz zu der grunen, Chlorophyll-abhangigen Photosynthese ist hier nur ein einziges 
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Protein an der Energieaufnahme unci -umwandlung beteiligt, nSmlich ein lichtgetriebenes 
Protonen-translozierendes Retinalprotein. 

Das bekannteste Beispiel eines solchen Protonen-translozierenden Retinalpnoteins ist die 
archaebakterielle Protonenpumpe Bakteriorhodopsin (BR), die die Lichtenergie direkt zur 
Erzeugung eines elektrochemischen Protonengradienten, der in chemische Energie ge- 
wandelt wird, ausnutzt. Bakteriorhodopsin ist ein intrinsisches Membranprotein mit einem 
Molekulargewicht von ca. 26 kDa. Die Polypeptidkette durchquert die Membran siebenmal 
und bildet so eine Sekundarstruktur von sieben helikalen Transmembranbereichen. An die 
Seitenkette eines Lysins der siebenten Helix im Inneren des Proteins ist kovalent ein Reti- 
nal (Vitamin A Aldehyd) gebunden. Die entstandene CH=N-Gruppe wird Schiff'sche Base 
(SB) genannt und ist im Ausgangszustand am Stickstoff protoniert (SBH). Einen Qberblick 
Qber das Bakteriorhodopsin gibt die Arbeit von Haupts et al. (Annu. Rev. Biophys. Biomol. 
Struct. 28, 367-99, 1999). 

Der Chromophor des BR absorbiert gelbgrunes Licht maximal bei 570 nm, so dass BR dem 
menschlichen Auge violett erscheint Nach Absorption eines Photons erfShrt das Protein 
chemische und strukturelle Anderungen, die zu unterscheidbaren, spektroskopisch mess- 
baren Intermediaten fuhren. Sie werden mit den Buchstaben K, L, M, N und 0 bezeichnet 
und jeweils mit der Wellenlange der maximalen Absorption indiziert Der Zyklus kann ver- 
einfacht folgendermallen beschrieben werden: 



Bakteriorhodopsin ist das bisher einzige Retinalprotein, das in der Natur in Form eines 
zweidimensionalen Kristalles vorkommt Im Bakterium sind die Kristalle in der sogenannten 
Purpurmembran lokalisiert. Die Organisation in der Purpurmembran stabilisiert das Protein 
in einem solchen Mafte, dass es fur eine Reihe technischer Anwendungen vorgeschlagen 
worden ist (zusammengefaEt in Oesterhelt et al., Quarterly Rev. Biophysics 24, 425-478, 
1991). Dabei kannen die bei Belichtung auftretenden Anderungen des pH-Wertes der Lo- 
sung, der elektrischen Spannung und der Farbe genutzt werden. 



BRs7o-> K590 L 550 ■» M410 Nsso ■» O 640 BRsyo 
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So ist der Farbwechsel vom Violett des Bakteriorhodopsins im Ausgangszustand BR570 zum 
Gelb im Intermediat M410 die Basis fur Anwendungen in der optischen Informationstechno- 
logie. Der Zerfall des Intermediates M410, das eine Lebensdauer von wenigen Millisekunden 
hat, ist der geschwindigkeitsbestimmende Schritt in diesern Zyklus. Die Lichtintensitat und 
die thermische Zerfallskonstante des M-intermediats bestimmen im Photozyklus das Ver- 
hSItnis der Farben Violett und Gelb. 

Der Retinylidenteil des Bakteriorhodopsins liegt im Dunkeln als eine Mischung von aW-trans, 
und 13-c/s, 15-syn Konfiguration im Verhaltnis von etwa 60:40 vor. Es ist aus- 
schlielXIich die a\\-trans Form des Chromophors, die den physiologischen Prozefc der Proto- 
nentranslokation vermittelt und das gelbe Intermediat M 410 durchlSuft Cfrans-Zyklus"). Zwar 
fQhrt auch die Absorption von Photonen in der 13-c/s Konfiguration zu einem Zyklus von 
Farbanderungen, dem „c/s-Zyklus u f dieser unterscheidet sich jedoch vom B //B/?s-Zyklus w 
darin, dass kein gelbes M-Shnliches Intermediat gebildet wird. Aus dem „c/s-Zyklus" springt 
das Molekul bei Belichtung mit einer sehr kleinen Wahrscheinlichkeit in den „frans-Zyklus" 
hinuber. Dieser Wechsel vom u cis-" in den Jrans-Zyttus" wird als Helladaptation der Dun- 
kel-adaptierten Form bezeichneL In der Praxis bedeutet das, dass nach Dunkelaufbewah- 
rung einer Probe (Dunkeladaptation) eine an^ngliche Belichtung nur zu etwa 60% des 
theoretisch mOglichen M-lntermediats fQhrt. Durch weitere Belichtung adaptiert die Probe 
nach und nach (Helladaptation), so dass schliefllich alle Molekule in den „frans-Zyklus° 
uberfuhrt sind und das M-lntermediat durchlaufen. 

Der Wechsel der MolekOle vom M c/s- M in den U frans-Zyklus u fQhrt zu einer Verschiebung des 
Absorptionsmaximums urn mehrere nm und bedeutet einen erheblichen Nachteii fQr die 
Verwendung von Bakteriorhodopsinen bei der Herstellung photochromer Erzeugnisse, z.B. 
optischer Filme Oder Druckfarben. 



Es ware deshalb wQnschenswert, Protonen-translozierende Retinalproteine herzustellen, 
deren Absorptionsmaximum im Dunkel-adaptierten Zustand dem im Hell-adaptierten Zu- 
stand mdglichst genau entspricht. Daruberhinaus ware es von Vorteil, wenn die Stabilitat 
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des M-lntermediates erhfiht werden kOnnte, urn den Farbwechsel der im „fra/7S-Zyklus u vor- 
liegenden MolekQIe von Violett nach Gelb mogiichst genau beobachten zu konnen. 

ErfindungsgemaiS wird nunmehr ein Protonen-translozierendes Retinalprotein bereitgestellt, 
das aus der Gruppe von: 

(i) Muteinen eines natQrlichen Protonen-translozierenden Retinalproteins aus 
halophilen Archaebakterien, die einen veriangsamten Photozyklus aufweisen 
(Typ 1 -Mutation) und deren aMrans Retinal-Gehalt im Hell- und Dunkel- 
adaptierten Zustand um nicht mehr als 10% voneinander abweicht (Typ 2- 
Mutation) und/oder 

(ii) Homologen der Muteine (i) mit veriangsamten Photozyklus, deren Retina- 
lisomeren-Zusammensetzung im Hell- und Dunkel-adaptierten Zustand um 
nicht mehr als 1 0% voneinander abweicht 

'ausgewShlt ist. 

Unter einem Mutein werden durch eine Substitution, Deletion Oder Insertion modifizierte 
Protonen-translozierende Retinalproteine verstanden. Muteine kOnnen ein oder mehrere 
Mutationen aufweisen. Typ 1 -Mutationen sind dabei Mutationen, die zu einer Verlangsa- 
mung des Photozyklus im Vergleich zum natQrlichen Retinalprotein aus Halobacterium sali- 
narum (SEQ ID No.1) fQhren. Die Messung des Photozyklus erfolgt dabei wie z.B. von Mil- 
ler & Oesterhelt, Biochem. Biophys. Acta 1020 . 57-64, 1990, beschrieben. Typ 2- 
Mutationen fQhren zu einer im Vergleich zum natQrlichen Retinalprotein aus Halobacterium 
salinarum (SEQ ID No.1) erhohten Konstanz des all-frans-Retinal-Gehalts im Hell- und im 
Dunkel-adaptierten Protein. Der aII-f/a/?$-Retinal-Gehalt wird dabei bestimmt, wie von Tittor 
et al., Biophys. J. 67, ' 1682-1 690, 1994, beschrieben. Die Prozentangabe bezieht sich auf 
den Gesamtgehalt der mittels des erwShnten Verfahrens bestimmbaren Retinalisomere. 
Normalerweise werden Typ 1 -Mutationen und Typ 2-Mutationen verschiedene Aminosau- 
ren betreffen. Es ist jedoch auch moglich, dass eine einzelne Mutation beide gewunschten 
Wirkungen aufweist und daher gleichzeitig als Typ 1- und als Typ 2-Mutation zu klassifizie- 
ren ist. Soweit naturlich auftretende, archaebakterielle Protonen-translozierende Retinal- 
proteine im Vergleich zu dem bekanntesten Protonen-translozierenden Retinalprotein, d.h., - 
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Bakteriorhodopsin aus Halobacterium salinarum (SEQ ID No.1) t einen verlangsamten 
Photozyklus aufweisen und ihr all-frans-Retinal-Gehalt im Hell- und im Dunkel-adaptierten 
Zustand um nicht mehr als 10% voneinander abweicht, gelten sie im Rahmen der vorlie- 
genden Erfmdung ebenfalls als Muteine. 

Der dem-Fachmann bekannte Ausdruck "Homolog" bezeichnet eine Verwandtschaft zwi- 
schen zwei oder mehr Peptiden, Polypeptiden Oder Proteinen, der durch die Obereinstim- 
mung zwischen den Sequenzen mittels bekannter Verfahren, z. B. der computergestutzten 
Sequenzvergleiche (Basic local alignment search tool, S.F. Altschul et al., J. Mol. Biol. 215 
(1990), 403-410), bestimmt werden kann. Der Prozentsatz der Identity ergibt sich aus dem 
Prozentsatz identischer Bereiche in zwei oder mehr Sequenzen unter BerQcksichtigung von 
Lucken oder anderen Sequenzbesonderheiten. In der Regel werden spezielle Computer- 
programme mit Algorithmen eingesetzt, die den besonderen Anforderungen Rechnung tra- 
gen. 

Bevorzugte Verfahren zur Bestimmung der Homologie erzeugen zunSchst die grOftte Ober- 
einstimmung zwischen den untersuchten Sequenzen. Computerprogramme zur Bestim- 
mung der Identitat zwischen zwei Sequenzen umfassen, sind jedoch nicht eingeschrankt 
auf das GCG Programmpaket, einschlielilich GAP (Devereux, J., et a!., Nucleic Acids Re- 
search 12 (12):387 (1984); Genetics Computer Group University of Wisconsin, Madison, 
(Wl)); BLASTP, BLASTN, und FASTA (Altschul, S. etaL, J. Mol. Biol. 21 5:403-410) "(1999)). 
Das BLASTX Programm kann vom National Centre for Biotechnology Information (NCBI) 
und aus weiteren Quellen bezogen werden (BLAST Handbuch, Altschul S., et al., NCB 
NLM NIH Bethesda MD 20894; Altschul, S., et al., Mol. Biol. 215:403-410 (1990)). Auch der 
bekannte Smith Waterman-Algorithmus kann zur Bestimmung des Prozentsatzes der Iden- 
titat verwendet werden. 

Bevorzugte Parameter fur den Aminosauresequenz-Vergleich umfassen die nachstehen- 
den: 



Algorithmus: 



Needleman und Wunsch, J. Mol. Biol 48:443-453 (1970) 
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Vergleichsmatrix: 



BLOSUM 62 aus Henikoff und Henikbff, PNAS USA 
89 (1992), 10915-10919 



LQcken-Wert (Gap Penalty): 



12 



Luckeniangen-Wert: 
(Gap Length Penalty): 



4 



Homologie-Schwellenwert: 
(Threshold of Similarity): 



0 



Das GAP-Programm ist auch zur Verwendung mit den vorstehenden Parametern geeignet. 
Die vorstehenden Parameter sind die Fehler-Parameter (default parameters) fUr Aminosau- 
resequenz-Vergleiche, wobei LQcken an den Enden den Wert nicht verSndem. Die Erfin- 



mit einem Fusionsproteinanteil. Bei sehr kurzen Sequenzen im Vergleich zur Referenz- 
Sequenz kann es weiterhin notwendig sein, den Erwartungswert auf bis zu 100.000 (ex- 
pectation value) zu erhfihen und gegebenenfalls die WortlSnge (word size) auf bis zu 2 zu 
verkleinem. 

Weitere beispielhafte Algorithmen, LGcken-Offnungs-Werte (gap opening penalties), LQk- 
kenausdehnungs-Werte (gap extension penalties), Vergleichsmatrizen einschliefllich der im 
Programm-Handbuch, Wisconsin-Paket, Version 9, September 1997, genannten konnen 
verwendet werden. Die Auswahl wird von dem durchzufuhrenden Vergleich abhSngen und 
weiterhin davon, ob der Vergleich zwischen Sequenzpaaren, wobei GAP Oder Best Fit be- 
vorzugt sind, oder zwischen einer Sequenz und einer umfangreichen Sequenz-Datenbank, 
wobei FASTA oder BLAST bevorzugt sind, dunchgefuhrt wird. 

Eine mit dem oben genannten Algorithmus ermSttelte Obereinstimmung von 40% wird im 
Rahmen dieser Anmeldung als 40% Identity bezeichnet. Entsprechendes gilt fOr hGhere 
ProzentsStze. 



dung umfasst daher auch Fusionsproteine, d.h. Protonen-translozierende Retinalproteine 



Uberraschenderweise hat sich nunmehr gezeigt, dass die Kombination einer Typ 1- 
Mutation und einer Typ 2-Mutation im erfindungsgemSBen Protonen-translozierenden Reti- 
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nalprotein zu einer weitgehenden Konstanz des all-frans-Retinal-Gehaltes sowie zu einer 
Verlangsamung des Photozyklus fQhren kann. Der ail-£ra/?s-Retinal-Gehalt der Dunkel- 
adaptierten Form des erfindungsgemSClen Protonen-translozierenden Retinalproteins un- 
terscheidet sich von dem der Hell-adaptierten Form in der Regel urn nicht mehr als 10%. In 
bevorzugten AusfQhrungsformen sind die Unterschiede sogar geringer und liegen bei ma- 
ximal 8 oder sogar maximal 5%. Oberraschenden/veise hat sich weiterhin gezeigt, dass ge- 
rade Muteine, deren aII-fra/7s-Retinal-Gehalt sich im Hell- und im Dunkel-adaptierten Zu- 
stand nicht wesentlich, d.h., urn nicht rriehr als 10% unterscheidet, einen all-frans-Retinal- 
Gehalt von mindestens 60% in Hell- wie im Dunkel-adaptierten Zustand aulweisen. Dieser 
unerwartete Nebeneffekt ist aufcerst vorteilhaft, da jede Erttfhung des Anteils der MolekQIe, 
die am ^frans-Zyklus" teilnehmen, bei Belichtung zu einem deutlicheren Farbwechsel und 
damit zu einer Verbesserung der optischen Eigenschaften fuhrt 

ErfindungsgemSli werden Muteine bereitgestellt, die einen konstanten all-frans-Retinal- 
Gehalt im Bereich von mindestens 60 bis 100%, bevorzugt 62% Oder 65% bis 100% auf- 
weisen. Wahrend die meisten Retinalprotelne einen all-frans-Retinal-Gehalt im Bereich von 
60 oder 65% bis 85% aulweisen, sehen besonders bevorzugte AusfQhrungsformen einen 
all-frans-Retinal-Gehalt von mindestens 70% oder 75%, am besten sogar 80% bis 100% 
vor. 

In einer bevorzugten AusfQhrungsform ist das natQrliche Protonen-translozierende Retinal- 
protein, dessen Mutein(e) die oben erwShnten Eigenschaften aufweisen, ein archaebakteri- 
elles Bakteriorhodopsin, z.B. ein haiobakterielles Rhodopsin, bevorzugt Bakteriorhodopsin 
(SEQ ID No. 1 ) aus Halobacterium salinarum. 

Das erfindungsgemaSe Protonen-translozierende Retinalprotein umfasst Muteine mit einer 
Typ 1- und einer Typ 2-Mutation, deren AminosSuresequenz mit der AminosSuresequenz 
SEQ ID No.1 eine Identitat von mindestens 40% aufweist. In weiteren AusfQhrungsformen 
betragt die Identitat mindestens 50, 60 oder 70%. In besonders bevorzugten AusfQhrungs- 
formen betrSgt die Identitat mindestens 80, 90 oder 95%. 




• 
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In einer weiteren bevorzugten Ausfuhrungsform handelt' es sich bei dem Protonen- 
translozierenden Retinalprotein um ein Homolog mit einer Aminosauresequenz, das im Be- 
reich der C-Helix und/oder der F-Helix eine Identitat von mindestens 60% mit den entspre- 
chenden Aminosauresequenzen des reifen Bakteriorhodopsins aus SEQ ID No.1 aufweist. 
In weiter bevorzugten Ausfuhrungsformen liegt der Prozentsatz der Identitat fur die C-Heiix 
und/oder die F-Helix bei mindestens 70, 80 Oder 90%, bevorzugt bei mindestens 95%. Der 
Identitatsgrad fur die C- und die F-Helix kann dabei gleich oder verschieden sein. 

Der Photozyklus des erftndungsgemaBen Protonen-transiozierenden Retinalproteins wird 
durch die Typ 1 -Mutation verlangsamt Die thermische Zykluszeit betragt in jedem Fall rnehr 
als. 10 ms, bevorzugt rnehr als 1 s oder gar rnehr als 10 s. In besonders bevorzugten Aus- 
fQhrungsformen liegt die thermische Zykluszeit im Minutenbereich, d.h. sie betrSgt rnehr als 
1 min, in weiteren bevorzugten Ausfuhrungsformen sogar rnehr als 5 oder 10 min. Die 
thermische Zykluszeit kann im Extremfall bis zu 2 Stunden betragen, in der Regel jedoch 
nicht rnehr als 90 oder 60 min. 

Die Typ 1 -Mutation des Protonen-translozierenden Retinalproteins kann in einem Ami- 
nosaureaustausch an einer oder mehreren der AminosSurepositionen bestehen, die im na- 
turlichen Protein am katalytischen Zyklus beteiligt sind. Die vorliegende Erfindung umfaSt 
daher Retinalproteine, bei denen z.B. eine oder mehrere der Positionen der an der Proto- 
nen-TransIokation beteiligten Aminos^uren aus der Gruppe der Aminosaurereste D38, R82, 
D85, D96, D102, D104, E194 und/oder E204 gemaii SEQ ID No.1 bzw. der ihnen entspre- 
chenden AminosSurereste in homologen Proteinen verandert ist. Ein bevorzugter Ami- 
nosaureaustausch ist D96N, d.h. die Aminosaure D an Position 96 von SEQ ID No.1 bzw. 
die entsprechenden Aminosaure in einem homologen Protein wird durch N ersetzt Weiter 
bevorzugte Aminosaureaustausche sind D38R und D102R und/oder D104R. 

Die Typ 2-Mutation der Retinalproteine der erfindungsgema&en Retinalproteine fQhrt zu ei- 
nem Aminosaureaustausch an einer oder mehrerer der Aminosaurepositionen, die die Reti- 
nalbindungstasche bilden, und/oder unmittelbar benachbarter Positionen. Unter der Reti- 
nalbindungstasche wird die Summe der Aminosauren verstanden, die der Schiff'schen Ba- - 
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se des Retinals ihre charakteristischen chemischen und physikalischen Eigenschaften ver- 
leihen. Die die Retinalbindungstasche bildenden AminosSuren bzw. unmittelbar benach- 
barte AminosSuren sind ausgewahlt aus der Oruppe der AminosSurereste Val49, Ala53, 
L93, Met118, G!y122, S141 und Met145 gemSR SEQ ID No.1 bzw. der ihnen entsprechen- 
den Aminosaurereste in homologen Proteinen. In bevorzugten AusfQhrungsformen ist die 
Typ 2-Mutation V49A, V49G, V49F, L93A, G122K, G122C, G122M, S141A, S141M, M145I, 
M145F, M145W, M145C oder M145K. Diese Typ 2-Mutationen bewirken Oberraschender- 
weise eine Konstanz des a\\-trans Anteils im Retinyiidenteil des Bakteriorhodopsins im Hell- 
und im Dunkel-adaptierten Zustand. 

Absorptionsmaxima und Retinalisomerenverhaltnisse des Halobacterium salinarum Wild- 
typs (WT), der reinen Typ 1-Mutante D96N, der reinen Typ 2-Mutanten M145F und L93A 
sowie der erfindungsgemaBen Retinalproteine D96N-M145F und D96N-L93A sind in der 
nachfolgenden Tabelle gezeigt: 



Stamm 


^max in nm 


Isomere 




DA 


HA 


DA 


HA 


all-trans 


13-cis 


all-trans 


13-c/s 


WT 


560 


568 


60 


40 


98 


2 


D96N 


560 


569 


54 


46 


96 


4 


M145F 


558 


559 


72 


28 


86 


14 


D96N-M145F 


560 


560 


66 


34 


67 


33 


L93A 


541 


541 


80 


20- 


82 


18 


D96N-L93A 


544 


544 


80 


20 ■ 


81 


19 



„HA M bedeutet„Hell-adaptiert M 



Besonders bevorzugte Kombinationen von Typ 1- und Typ 2-Mutationen sind beispielswei- 
se V49A-D96N, L93A-D96N und M145F-D96N (s. Figur 1). 
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In einer weiteren AusfOhrungsform liegen die erfindungsgemauen Retinalproteine in mem- 
brangebundener Form vor, wobei die Membran eine Dichte zwischen 1,10 und 1,20 g/cm 3 
aufweist In einer bevorzugten AusfOhrungsform betragt die Dichte zwischen 1,175 und 
1,185 g/cm 3 . Besonders bevorzugt ist die Form einer Purpurmembran mit einer Dichte von 
1,18 g/cm 3 . 

ErfindungsgemaB werden weiterhin Nukleinsauren bereitgestellt, die fur die oben beschrie- 
benen Retinalproteine kodieren. Diese Nukleinsauren kGnnen einmal durch Mutationen be- 
reits bekannter Gene fdr Protonen-translozierende Retinalproteine, z.B. des fur das Bakte- 
riorhodopsin aus Halobacterium salinarum kodierenden Genes erzeugt werden (Dunn et al., 
Proc. Natl. Acad. Sci. USA 78, 6744-6748, 1981), zum anderen nach bekannten Verfahren 
vollsynthetisch hergestellt werden. Da der genetische Code der Archaea sich von dem der 
Prokarya und Eukarya nicht unterscheidet, konnen auch zur Transformation in Halobakteri- 
en vorgesehene Nukleinsauren nach den bekannten Regeln hergestellt werden, Der Fach- 
mann wird sich allerdings bemOhen, eine auf den jeweils vorgesehenen Wirtsorganismus 
abgestimmte Codon-Usage zu berticksichtigen. Bei den erfindungsgemSfJen Nukleinsauren 
kann es sich urn Ribonukleinsauren und/oder Desoxyribonukleinsauren handeln. 

ErfindungsgemaS werden weiterhin Vektoren zur VerfGgung gestellt, die die fur die Proto- 
nen-translozierenden Retinalproteine kodierenden Nukleinsauren umfassen. Je nach dem 
fur diesen Vektor vorgesehenen Wirtsorganismus wird der Fachmann zwischen archae- 
bakteriellen Vektoren, Vektoren fQr die Expression in Prokarya (£. coli, Bacillus, Pseudo- 
monas, Klebsiella etc.) oder Eukarya (Hefe, Tierzellkulturen (CHO, HeLa, COS etc.), Pflan- 
zen oder Pflanzenzellen, Insektenzellen) auswahlen. 

ErfindungsgemSfc wird weiterhin eine Wirtszelle bereitgestellt, die eine fur ein erfindungs- 
gemSfces Protonen-translozierendes Retinalprotein .kodierende Nukleinsaure oder einen 
erfindungsgemauen Vektor enthalt. Bei den Wirtszellen handeit es sich z.B. urn Archaea, 
bevorzugt Halobakterien, besonders bevorzugt Halobacterium salinarum, dessen Trans- 
formation beschrieben ist (Cline et aL, Can. J. Microbiol. 35, 148-152, 1989). Alternativ 
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kOnnen erfindungsgemSBe Vektoren auch in E. coli oder anderen prokaryontischen Wirten, 
bei Bedarf auch in den oben erwahnten eukaryontischen Zellen exprimiert werden. 

ErfindungsgemSB wird weiterhin eine photochrome Zusammensetzung bereitgestellt, die 
zusfltzlich zu einem erfindungsgemSBen Protonen-translozierenden Retinalprotein Stabili- 
, satoren, die Schaumbildung vermindemde und/oder UV-Licht absorbierende Zusatzstoffe 
und/oder Puffersubstanzen enthalten kann. 

Die erfindungsgemaBe photochrome Zusammensetzung kann z.B. Glycerin, organische 
Polymere und/oder organische Lflsungsmittel enthalten. 

Die erfindungsgemSBen Protonen-translozierenden Retinalproteine oder die sie enthalte- 
nen photochromen Zusammensetzungen kOnnen zum Herstellen von optischen Filmen 
verwendet werden. Die Herstellung optischer Filme aus Bakteriorhodopsinen ist bereits be- 
kannt und z.B. in Hampp et aL, SPIE 3623, 243, 1999 ausfGhrlich beschrieben. Ein unter 
Verwendung der erfindungsgemaBen Protonen-translozierenden Retinalproteine herge- 
stellter optischer Film ist fur optische Aufeeichnungen geeignet. Eine weitere Verwendung- 
mOglichkelt solcher optischen Filme ist mit der Interferometrie oder bei der holographischen 
Mustererkennung gegeben. Auch die Verwendung optischer Filme als optischer Lichtmo- 
duiator ist mOglich. Daruberhinaus ist die Herstellung volumenhafter Speicher zur optischen 
Datenspeicherung denkbar (Birge, Scientific American, 1 995, 66). 

Die voriiegende Erfindung stellt des Weiteren die Verwendung eines Protonen- 
translozierenden Retinalproteins und/oder einer photochrome Zusammensetzung als Si- 
cherheitsfarbstoff bereit In einer ersten AusfQhrungsform wird das Retinalprotein und/oder 
die photochrome Zusammensetzung auf ein sicherungsbedurftiges Dokument oder einen 
sicherungsbedQrftigen Gegenstand aufgetragen. In einer weiteren AusfQhrungsform kann 
die auf das sicherungsbedQrftige Dokument oder den.sicherungsbedurftigen Gegenstand 
aufgetragene erfindungsgemaBe photochrome Zusammensetzung (bzw. das Retinalpro- 
tein) auf dem Dokument oder Gegenstand fixiert werden. 
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Dabei kann die Fixierung gemafi der vorliegenden Erfindung durch physikalischen Ein- 
schluB Oder kovalente Kopplung an das Dokument bewirkt werden. ErfindungsgemaB ist 
das sicherungsbedGrftige Dokument beispielsweise ein Sicherheitspapier, ein Ausweis oder 
eine Banknote. Als Dokument kann jedoch erfindungsgemaB auch jedes weitere Dokument 
gelten, fur das ein Sicherungsbedarf besteht. 

SchlieBlich stellt die vorliegende Erfindung ein Verfahren zum Herstellen von Dokumenten 
mit Sicherheitsmerkmal bereit, das dadurch gekennzeichnet ist, dass vor, wShrend oder 
nach der Hersteliung eines Dokumentes in Qblicher Weise ein erfindungsgemSBes Proto- 
nen-translozierendes Retinalprotein oder eine erfindungsgemSBe photochrome Zusam- 
mensetzung aufgetragen und gegebenenfalls fixiert wird. 

Die folgenden Figuren und Beispiele erlSutern die Erfindung. 

Figur 1 zeigt die Absorptionsspektren verschiedener erfindungsgemSBer Protonen- 
translozierender Retinalproteine im Vergleich zu dem Spektrum des Wildtyps bzw. von 
Muteinen mit nur einer Mutation. Die durchgezogenen Linien zeigen jeweils das Absorpti- 
onsspektaim im Hell-adaptierten Zustand, die gepunkteten Linien im Dunkel-adaptierten 
Zustand. Im Einzelnen zeigen: 

Figur 1 A Wildtyp Halobacterium salinarum mit der AminosSuresequenz von SEQ ID 

No.1. Das Absorptionsmaximum im Hell-adaptierten Zustand liegt bei 568 nm, 

im Dunkel-adaptierten Zustand bei 560 nm. 
• Figur 1B Absorptionsspektrum der Typ 1-Mutante D96N. Das Absorptionsmaximum 

verschiebt sich von 569 nm im Hell-adaptierten Zustand nach 560 nm im 

Dunkel-adaptierten Zustand. 
Figur 1C Typ 2-Mutante V49A. Das Absorptionsmaximum liegt im Hell-adaptierten wie 

im Dunkel-adaptierten Zustand bei 549 nm. 
Figur 1D ErfindungsgemSBes Retinalprotein mit der Doppeimutation V49A-D96N. Das 

Absorptionsmaximum von 559 nm im Hell-adaptierten Zustand wird urn 2 nm 

nach 557 nm im Dunkel-adaptierten Zustand verschoben. 
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Figur 1E , Typ 1 -Mutation L93A. Das Absorptionsmaximum liegt im Hell-adaptierten wie 
im Dunkel-adaptierten Zustand bei 541 nm. 

Figur 1F ErfindungsgemSBes Retinalprotein mit der Doppelrnutation L93A-D96N. Das 
Absorptionsmaximum liegt im Hell-adaptierten wie im Dunkel-adaptierten Zu- 
stand bei 544 nm. Diese Doppelmutante erreicht im Dunkel-adaptierten Zu- 
stand einen all-frans Anteil von mehr als 80%. 

Figur 1G Typ 2-Mutation M145F. Das Absorptionsmaximum liegt im Hell-adaptierten 
Zustand bei 559 nm, im Dunkel-adaptierten Zustand bei 558 nm. 

Figur 1H ErfindungsgemaSes Retinalprotein mit der Doppelrnutation D96N-M145F. 

Diese Doppelmutante erreicht im Dunkel-adaptierten Zustand einen a\\-trans 
Anteil von 66%; das Absorptionsmaximum liegt for das Hell-adaptierte wie fQr 
das Dunkel-adaptierte Retinalprotein bei 560 nm. 

Beispiel 1 

Herstellunq einer ohotochromen Zusammensetzuna 

FQr die Herstellung einer photochromen Zusammensetzung werden zunachst die einzelnen 
Protonen-translozierenden Retinalproteine entweder aus naturlichen Halobakterienpopula- 
tionen Oder rekombinant durch Transformation von Halobacterium salinarum (Cline & Doo- 
little, J. Bact. 169, 1341-1344, 1987) nach stellenspezifischer Mutagenese des Bakteriorho- 
dopsingenes (Dunn et al., Proc. Natl. Acad. Sc., USA 78, 6744-6748) gewonnen. Die Pur- 
purmembran der transformierten Halobakterien wird mittels bekannter Verfahren isoiiert und 
gereinigt (Oesterhelt & Stoeckenius, Meth. Enzym. 31, 667-678, 1974). Fur die Gewinnung 
von Bakteriorhodopsin in groBem Matistab kann das in der deutschen Patentanmeldung 
1 99 45 798.0 beschriebene Verfahren eingesetzt werden. 
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Beispiel 2 



Fixierung der photochromen Zusammensetzuno auf einer Oberfiache 

Die erfindungsgemaiJe photochrome Zusammensetzung kann beispielsweise physikalisch 
in ein Matrixmaterial eingeschlossen werden. Konkret werden z.B. 10 mg Purpurmembran, 
enthaltend Bakteriorhodopsin-D96N/M145F in 4 ml einer UV-hartenden Farbe (IFS 3000, 
Firma Schmitt) gleichmafJig suspendiert und auf das sicherungsbedQrftige Dokument auf- 
getragen. Nach UV-Belichtung (nach Angaben des Herstellers) des solcherart markierten 
Dokumentes befinden sich die Purpurmembranpartikel im ausgeharteten Kunststoff. 



Applikation der photochromen Zusammen setzuno mittels verschiedener Verfahren 



Das Prinzip des Siebdrucks ist Durchdruck, ahnlich einer Schabloniertechnik. Die Druck- 
form besteht aus einem Siebgewebe, welches mit einer farbundurchlSssigen Sperrschicht 
versehen wird. Das Druckmotiv bleibt offen. Der Druck erfolgt durch das Abziehen des mit 
Farbe gefullten Siebes mit einer Rakel. Die Farbe wird dabei auf das darunterliegende Sub- 
strat Qbertragen. Zur Herstellung einer Siebdruckfarte wird in eine 7,2% PVA-LSsung (Mo- 
wiol Typ 56-98) 100 mg/ml Purpurmembran uber Nacht eingenuhrt. Bei Obereinstimmung 
der rheologischen Eigenschaften mit einer Standardprobe kann die erhaltene Mischung mit 
einer herkOmmlichen Siebdruckmaschine verdruckt werden. 

Offsetdruck 

In 5 ml einer Farbe ohne Pigment (Fa. Schmitt, UF01) werden bei 50 °C 1 g Purpurmem- 
bran eingeruhrt Die so erhaltene Mischung kann mittels gangiger Offset-Technik verdruckt 
werden. 



Beispiel 3 



Siebdruck 
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Beispiel 4 

Herstellen eines abriebbestandiqen Sicherheitsmerkmals 

Eine Abriebbestandigkeit der photochromen Zusammensetzung kann erzielt werden, in 
dem z.B, die mit Protonen-translozierendem Retinalprotein beschichteten Dokumente mit- 
tels eines Heifllaminiergerates (GPM t Mylam 9) in einer Foiientasche vom Typ GHQ-120TR 
bei einer Temperatur von 90 bis 140 °C einlaminiert werden. 

Beispiel 5 

Erhohuna der UV-Bestandiqkeit des Sicherheitsmerkmals 

Urn die UV-Bestandigkeit des erfindungsgemaBen Sicherheitsmerkmals zu erhohen, wird 
die photochrome Zusammensetzung mit einem UV-Absorber oder einem Derivat davon in 
einer kbnzentration von 1 bis 30%, bevorzugt 3 bis 10% w/w versetzt Bevorzugte UV- 
Absorber sind Benzophenon, Hydroxynaphthochinon, Phenylbenzoxazol, ZimtsSureester, 
Sulfonamid und Aminobenzoesaureester. 
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Anspriiche 

1. Protonen-translozierendes Retinalprotein, ausgewShlt aus der Gruppe von: 

(i) Muteinen eines natQrlichen Protonen-translozierenden Retinalproteins aus 
halophiien Archaebakterien, die einen verlangsamten Photozyklus aufweisen 
(Typ 1 -Mutation) und deren all-frans-Retinal-Gehalt im Hell- und im Dunkel- 
adaptierten Zustand um nicht mehr als 10% voneinander abweicht (Typ 2- 
Mutation) und/oder 

(ii) Homologen der Muteine (i) mit verlangsamten Photozyklus, deren a\\-trans- 
Retinal-Gehalt im Hell- und im Dunkel-adaptierten Zustand um nicht mehr als 
10% voneinander abweicht. 

2. Protonen-translozierendes Retinalprotein nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, 
dass seine Retinalisomeren-Zusammensetzung im Hell- und im Dunkel-adaptierten Zu- 
stand mindestens 60% alI-fra/7S-Retinal aufweist. 

3. Protonen-translozierendes Retinalprotein nach Anspruch 1 Oder 2, dadurch gekenn- 
zeichnet, dass das naturiiche Protonen-translozierende Retinalprotein ein archaebakte- 
rielles Rhodopsin ist. 

4. Protonen-translozierendes Retinalprotein nach einem der AnsprQche 1 bis 3, dadurch 
gekennzeichnet, dass das archaebakterielle Rhodopsin ein Rhodopsin aus Halobakteri- 
en ist. 

5. Protonen-translozierendes Retinalprotein nach einem der AnsprQche 1 bis 4, dadurch 
gekennzeichnet dass das archaebakterielle Rhodopsin Bakteriorhodopsin (SEQ ID 
No.1) aus Halobactehum salinarum ist. 




WO 02/10207 



PCT/EP01/0871S 



17 



6. Protonen-translozierendes Retinalprotein nach einem der AnsprQche 1 bis 5, dadurch 
gekennzeichnet, dass das Homolog eine AminosSuresequenz aufweist, die mit der 
AminosSuresequenz SEQ ID No.1 mindestens 40% Identity aufweist. 

7. Protonen-translozierendes Retinalprotein nach einem der AnsprQche 1 bis 6, dadurch 
gekennzeichnet, dass das Homolog eine AminosSuresequenz aufweist, die im Bereich 
der C- und/oder F-Helix mindestens 60% Identitat mit der Aminosauresequenz SEQ ID 
No.1 aufweist. 

8. Protonen-translozierendes Retinalprotein nach mindestens einem der AnsprQche 1 bis 

7, dadurch gekennzeichnet, dass der Photozyklus der Muteine mit einer Typ 1 -Mutation 
eine thermische Zykluszeit von mehr als 10 ms aufweist. 

9. Protonen-translozierendes Retinalprotein nach mindestens einem der AnsprQche 1 bis 

8, dadurch gekennzeichnet, dass die Typ 1 -Mutation ein Aminosaureaustausch an einer 
Oder mehreren der Aminosaurepositionen ist, die im natQrlichen Protein am katalyti- 
schen Zyklus beteiligt sind. 

10. Protonen-translozierendes Retinalprotein nach Anspruch 9, dadurch gekennzeichnet, 
... dass die am katalytischen Zyklus beteiligten Aminosauren aus der die Aminosaurereste 

D38, R82, D85, D96, D102, D104, E194 und/oder E204 umfassenden Gruppe ausge- 



11 Protonen-translozierendes Retinalprotein nach mindestens. einem der AnsprQche 1 bis 
10, dadurch gekennzeichnet, dass die Typ 2-Mutation ein Aminosaureaustausch an ei- 
ner oder mehrerer der Aminosaurepositionen ist, die die Retinalbindungstasche bilden. 

12. Protonen-translozierendes Retinalprotein nach Anspruch 11, dadurch gekennzeichnet, 
dass die die Retinalbindungstaschen bildenden Aminosauren aus der die Aminosaure- 
reste VaI49, Ala53, L93, Met118, Gly122, S141 und Met145 umfassenden Gruppe aus- 
gewahlt sind. 



wflhlt sind. 
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13. Protonen-translozierendes Retinalprotein nach einem der AnsprQche 1 bis 12, dadurch 
gekennzeichnet, dass es ein Mutein des Bakteriorhodopsins aus Halobacterium sali- 
narum (SEQ ID No.1) mit aus der folgenden Gruppe ausgewahlten Mutationen: 

V49A-D96N; L93A-D96N; M145F-D96N 
oder ein Homolog eines solchen Muteins ist. 

14. Protonen-translozierendes Retinalprotein nach mindestens einem der AnsprQche 1 bis 
13, dadurch gekennzeichnet, dass das Retinalprotein in Form einer Purpurmembran 
vorliegt. 

15. Protonen-translozierendes Retinalprotein nach Anspruch 14, dadurch gekennzeichnet, 
dass die Dichte der Purpurmembran zwischen 1,10 und 1 ,20 g/cm 3 betrSgt. 

16. Protonen-translozierendes Retinalprotein nach Anspruch 15, dadurch gekennzeichnet, 
x dass die Dichte der Purpurmembran 1 ,1 75 bis 1 ,1 85 g/cm 3 betrSgt. 

17. NukleinsSure, kodierend fQr ein Protonen-translozierendes Retinalprotein nach einem 
der AnsprQche 1 bis 13. 

18. Vektor, umfassend eine NukleinsSure gemaB Anspruch 17. 

19. Wirtszelle, enthaltend eine NukleinsSure gemaS Anspruch 17 und/oder einen Vektor 
gemafc Anspruch 18. 

20. Photochrome Zusammensetzung, enthaltend mindestens ein Protonen-translozierendes 
Retinalprotein nach einem der AnsprQche 1 bis 16, weiter enthaltend ein oder mehrere 
Zusatzstoffe, ausgewahlt aus Stabilisatoren, die Schaumbildung verringemden Zusatz- 
stoffen, UV-Licht absorbierenden Zusatzstoffen und Puffersubstanzen. 
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21. Photochrome Zusammensetzung nach Anspruch 20, dadurch gekennzeichnet, dass 
Glycerin, organische Polymere und/oder organische Losungsmittel enthalten sind. 

22. Verwendung eines Protonen-translozierenden Retinalproteins nach mindestens einem 
der Anspruche 1 bis 16 und/oder einer photochromen Zusammensetzung nach einem 
der AnsprOche 20 Oder 21 zum Herstelien von optischen Filmea 

23. Verwendung nach Anspruch 22, dadurch gekennzeichnet, dass der optische Film fur die 
optische Aufeeichnung geeignet ist. 

24. Verwendung nach Anspruch 22, dadurch gekennzeichnet, dass der optische Film fdr die 
Interferometrie geeignet ist. 

25. Verwendung nach Anspruch 22, dadurch gekennzeichnet, dass der optische Film fQr die 
holographische Mustererkennung geeignet ist 

26. Verwendung nach Anspruch 22, dadurch gekennzeichnet, dass der optische Film als 
optischer Lichtmodulator geeignet ist. 

27. Verwendung eines Protonen-translozierenden Retinalproteins gema(S einem der An- 
sprQche 1 bis 16 zum Herstelien volumenhafter Speicher zur optischen Datenspeiche- 



28. Verwendung eines Protonen-translozierenden Retinalproteins nach mindestens einem 
der Ansprtlche 1 bis 16 Oder einer photochromen Zusammensetzung nach mindestens 
einem der Ansprtiche 20 Oder 21 als Sicherheitsfarbstoff. 

29. Verwendung nach Anspruch 28, dadurch gekennzeichnet, dass das Protonen- 
translozierende Retinalprotein und/oder die photochrome Zusammensetzung auiein si- 
cherungsbedurftiges Dokument oder einen sicherungsbedQrftigen Gegenstand aufge- 
tragen wird. 



rung. 



• 
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30. Verwendung nach Anspruch 29, dadurch gekennzeichnet, dass das auf das siche- 
rungsbedQrftige Dokument Oder den Gegenstand aufgetragene Protonen- 
translozierende Retinalprotein und/oder die photochrome Zusammensetzung auf dem 
Dokument Oder den Gegenstand fixiert wird. 

31 Verwendung nach Anspruch 30, dadurch gekennzeichnet, dass die Fixierung durch 
physikalischen EinschlulJ oder kovalente Kopplung an das Dokument oder den Gegen- 
stand bewirkt ist. 

32. Verwendung nach einem der AnsprQche 29 bis 31, dadurch gekennzeichnet, dass das 
sicherungsbedQrftige Dokument ein Sicherheitspapier ist. 

33. Verwendung nach einem der AnsprQche 29 bis 31, dadurch gekennzeichnet, dass das 
sicherungsbedQrftige Dokument ein Ausweis ist 

34. Verwendung nach einem der AnsprQche 29 bis 31, dadurch gekennzeichnet, dass,das 
sicherungsbedQrftige Dokument eine Banknote ist. 

35. Verfahren zum Herstellen von Dokumenten mit Sicherheitsmerkmai, dadurch gekenn- 
zeichnet, dass vor, wahrend oder nach der Herstellung eines Dokumentes in Qblicher 
Weise ein Protonen-translozierendes Retinalprotein gemaS einem der Anspruche 1 bis 
16 oder eine photochrome Zusammensetzung gemSfl einem der AnsprQche 17 oder 18 
aufgetragenund gegebenenfalls fixiert wird. 
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S c QUENZ P ROTO KO LL 

<110> Max-?lanck-Geselischa£c 

<120> Phocochrome Zusamniensetzung 

<L30> ?3LS23 

<L40> 
<14i> 

<1S0> 1 

C170> Pacentlr. Ver. 2.1 

<210> 1 
C211> .248 . 
<:212> PRT 

< 2 1 3 > Kalobacwerium salinarum 
<400> 1 

Glu Ala Gin lie Thr Gly Arg Pro Glu Trp lie Trp Leu Ala Leu Gly 
1 5 10 15 

Thr Ala Leu Met Gly Leu Gly Thr Leu Tyr Phe Leu Vai Lys Gly Met 
20 25 30 

Giy Vai Ser Asp pro Asp Ala 'Lys Lys Phe Tyr Ala lie Thr Thr Leu 
35 40 45 

Vai Pro Ala lie Ala Phe Thr Met Tyr Leu Ser Met, Leu Leu Gly Tyr 
50 55 60 

Gly Leu Thr Met Vai Pro Phe Gly Gly Glu Gin Asn Pro lie Tyr Trp 
S3 70 75 80 

Ala Arg Tyr Ala Asp Trp Leu Phe Thr Thr Pro Leu Leu Leu Leu Asp 
85 ^90 95 

Leu Ala Leu Leu Vai Asp Ala Asp Gin Gly Thr rie Leu Ala Leu Vai 
100 105 HO 

Giy Ala Asp Gly lie Met He Gly Thr Gly Leu Vai Gly Ala Leu Thr 
. US 120 125 



Lys Val Tyr Ser Tyr Arg Phe Vai Trp Trp Ala lie Ser Thr Ala Ala 
130 135 I40 
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Mec Leu Tyr lie Leu 
145 

Giu Ser Mec Arg Pro 
1S5 

Vai Thr Val Vai Leu 
130 

Ser Giu Gly Ala Gly 
155 

Mec Vai Leu Asp Val 

210 { J 

Arg Ser. Arg Ala lie 
225 



Tyr Val Leu ?he Phe Gly 
150 155 

Giu Vai Ala Ser Thr ?he 
170 

Trp Ser Ala Tyr Pro vai 
135 

ria vai Pro Leu Asa lie 
200 

ser JUa Lys Vai Gly . Phe 
'215 

Phe Gly Giu Ala Giu Ala 
230 235 



Phe Thr Ser Lys Ala 
150 

Lys Val Leu Arg Asn 
17 5 

Vai Trp Leu lie Gly 
190 

Giu Thr Leu Leu Phe 
205 

Gly Leu lie Leu Leu 
220 

Pro Giu Pro Ser Ala 
240 



Gly .Asp Gly Ala Ala Ala Thr Ser 
245 
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The invention concerns a proton-translocating retinal protein, a photochromic 
composition containing the proton-translocating retinal protein, and the use of the proton- 
translocating retinal protein and the composition. 

Halobacteria are Archaea that form a third domain of life in addition to Bacteria and 
Eukarya. Archaea owe their name to the unusual biotopes in which they occur. They frequently 
live under "archaic" conditions, i.e., at extreme temperatures, salt concentrations or pH values, 
such as could have been predominant on the early earth's surface. 

The halophilic Archaea include 9 genera (for example Halobacterium, Haloferax, 
Natronomonas, etc.) and are absolutely extremophilic, i.e., they live in salt solutions whose 
concentrations range from 2M up to saturation and that, in many cases, also have alkaline pH 
values to pH 1 1. The halobacteria are part of a complex ecosystem in nature. The increasing 
salinity under permanent insolation in salt recovery plants or the conditions that prevail in the 
Dead Sea and other natural hypersaline waters enables, after the annual rain showers, first the 
photolithotrophic growth of the halotolerant green algae Duniella parva up to a salt content of 
about 12%. Duniella dies after the optimum conditions for it have been exceeded and this 
enables the massive growth of halophilic Archaea, which frequently leads to the water turning 
red because of the carotenoid content of the Archaea. 

Besides fermentation and aerobic and anaerobic respiration, the halophilic Archaea have 
an additional possibility for energy conversion, which is unique among the Archaea: they can 
take up energy and convert it by means of retinal-dependent photosynthesis. In contrast to green 
chlorophyll-dependent photosynthesis, in this case only a single protein participates in the energy 
uptake and conversion, namely a light-driven proton-translocating retinal protein. 

The best known example of such a proton-translocating retinal protein is the 
archebacterial proton pump bacteriorhodopsin (BR), which uses light energy directly to produce 
an electrochemical proton gradient that is converted to chemical energy. Bacteriorhodopsin is an 
intrinsic membrane protein with a molecular weight of about 26 kDa. The polypeptide chain 
crosses the membrane seven times, and in this way forms a secondary structure of seven helical 
transmembrane regions. A retinal (vitamin A aldehyde) is covalently bonded at the side chain of 
a lysine of the seventh helix within the protein. The resulting CH=N group is called a Schiff base 
(SB), and in the starting state is protonated at the nitrogen (SBH). The work of Haupts et al. 
gives an overview of bacteriorhodopsin (Annu. Rev. Biophys. Biomol. Struct. 28, 367-99, 1999). 




The chromophore absorbs yellow-green light maximally at 570 nm, so that BR appears 
violet to the human eye. After absorption of a photon, the protein undergoes chemical and 
structural changes that lead to different spectroscopically measurable intermediates. They are 
designated by the letters K, L, M, N and O and in each case are noted with the wavelength of the 
maximum absorption in a subscript. The cycle can be written in simplified form as follows: 
BR.570 -» K 59 o -* L 550 — ► M410 N 58 o ~* Oe4o -> BR570 

To date, bacteriorhodopsin is the only retinal protein that occurs in nature in the form of a 
two dimensional crystal. In a bacterium, the crystals are localized in the so-called purple 
membrane. The organization in the purple membrane stabilizes the protein to an extent such that 
it has been proposed for a number of industrial applications (summarized in Oesterhelt et al., 
Quarterly Rev. Biophysic 24, 425-478, 1991). Here it is possible to utilize the changes of the pH 
values of the solution, the electrical voltage and the color that arise upon exposure to light. 

For instance, the color change from the violet of the bacteriorhodopsin in the starting 
state BR570 to yellow in the intermediate M410 is the basis for applications in optical information 
technology. The decomposition of the intermediate M410. which has a lifespan of a few 
milliseconds, is the rate-determining step in this cycle. The light intensity and the thermal 
decomposition constant of the M intermediate determine the ratio of the colors violet and yellow 
in the photocycle. 

In the dark, the retinylidene part of bacteriorhodopsin occurs as a mixture of all-trans, 
15-anti and 13-cis, 15-syn configuration in a ratio of about 60:40. It is exclusively the all-trans 
form of the chromophore that mediates the physiological process of the proton translocation and 
passes through the yellow intermediate M410 ("trans-cycle"). The absorption of photons in the 
13-cis configuration does lead to a cycle of color changes, the "cis-cycle," but this differs from 
the "trans-cycle" in that no yellow M-like intermediate is formed. From the "cis-cycle," the 
molecule jumps to the "trans-cycle" with very low probability upon exposure to light. This 
change from "cis-cycle " to "trans-cycle" is called a light adaptation of the dark-adapted form. In 
practice, this means that after a sample has been kept in the dark (dark adaptation), an initial 
exposure to light leads only to about 60% of the theoretically possible M intermediate. Through 
further exposure to light, the sample gradually adapts (light adaptation), so that in the end all 
molecules are converted to the "trans-cycle" and pass through the M intermediate. 

The change of a molecule from the "cis-cycle " to the "trans-cycle" leads to a shift of the 
absorption peak by several nm and means a considerable disadvantage for the use of 
bacteriorhodopsins in the preparation of photochromic products, for example optical films or 
printing inks. 

For this reason it would be desirable to produce proton-translocating retinal proteins 
whose absorption peak in the dark-adapted state corresponds as precisely as possible to that in 
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the light-adapted state. Beyond that, it would be advantageous if the stability of the M 
intermediate could be increased in order to be able to observe the color change of the molecule in 
"trans-cycle" from violet to yellow as precisely as possible. 

In accordance with the invention, a proton-translocating retinal protein is now made 
available that is chosen from the group of: 

(i) muteins of a natural proton-translocating retinal protein from halophilic Archebacteria 
that have a slowed photocycle (type 1 mutation) and whose all-trans retinal content in light- and 
dark-adapted states deviate from each other by no more than 10% (type 2 mutation) and/or 

(ii) homologs of muteins (i) with slowed photocycle, whose retinal isomer composition in 
light- and dark-adapted states deviate from each other by no more than 10%. 

A mutein is understood to mean a proton-translocating retinal protein modified by 
substitution, deletion or insertion. Muteins can have one or more mutations. Type 1 mutations 
lead to a reduction of length of the photocycle compared to natural retinal protein from 
Halobacterium salinarum (SEQ ID No. 1 ). The measurement of a photocycle takes place as 
described, for example, by Miller and Oesterhelt, Biochem. Biophys. Acta 1020 . 57-64, 1990. 
Type 2 mutations lead to an elevated constancy of the all-trans retinal content in light- and dark- 
adapted proteins in comparison to the natural retinal protein from Halobacterium salinarum 
(SEQ ID No. 1). The all-trans retinal content in this case is determined as described by Tittor et 
al, Biophys. J. 67, 1682-1 690, 1 994. The percent data refer to the total content of the retinal 
isomers that can be determined by the said method. Normally, type 1 mutations and type 2 
mutations of different amino acids are concerned. However, it is also possible that a single 
mutation has both desired effects and therefore is classified as both type 1 and type 2 mutations. 
To the extent that naturally occurring archebacterial proton-translocating retinal proteins have a 
slowed photocycle in comparison to the best known proton-translocating retinal protein, i.e., 
bacteriorhodopsin from Halobacterium salinarum (SEQ ID No. 1) and their all-trans retinal 
content in light- and dark-adapted states deviate from each other by no more than 10%, they are 
likewise considered to be muteins within the scope of this invention. 

The term "homolog," which is familiar to the specialist, indicates a relationship between 
two or more peptides, polypeptides or proteins that can be determined by the correspondence 
between the sequences by means of known methods, for example computer-supported sequence 
comparison (Basic local alignment search tool, S.F. Altschul et al., J. Mol. Biol. 215 (1990), 
403-410). The percent of identity results from the percentage of identical regions in two or more 
sequences, taking gaps and other sequence peculiarities into account. As a rule, special computer 
programs with algorithms that take into account the special requirements are used. 

Preferred methods for determining homology first generate the greatest correspondence 
between the tested sequences. Computer programs for determining the identity between two 
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sequences comprise, but are not limited to, the GCG program package, including GAP 
(Deveraux, J., et al., Nucleic Acids Research 12 (12):387 (1984); Genetics Computer Group 
University of Wisconsin, Madison, (WI)); BLASTP, BLASTN, and FASTA (Altschul, S. et al., 
J. Mol. Biol. 215:403-410) (1999)). The BLASTX program can be obtained from the National 
Center for Biotechnology Information (NCBI) and from other sources (BLAST Handbook, 
Altschul S., et al., NCB NLM NIH Bethesda MD 20894; Altschul, S., et al. , Mol. Biol. 
215:403-410 (1990)). Also, the well-known Smith Waterman algorithm can be used to determine 
the percent of identity. 

Preferred parameters for the amino acid sequence comparison include the following: 
Algorithm: Needleman and Wunsch, J. Mol. Biol. 48:443-453 (1970) 

Comparison matrix BLOSUM 62 from Henikoff and Henikoff, PNAS USA 

89(1992), 10915-10919 
Gap Penalty: 12 
Gap Length Penalty: 4 
Threshold of Similarity 0 - 

The GAP program is also suitable for use with the said parameters. These parameters are 
the default parameters for amino acid sequence comparison, where gaps" at the ends do not 
change the value. The invention therefore also includes fusion proteins, i.e.,. proton-translocating 
retinal proteins with a fusion protein fraction. In the case of very short sequences in comparison 
to the reference sequence, it can additionally be necessary to increase the expectation value up to 
1 00,000 and, optionally, to reduce the word size to 2. 

Other exemplary algorithms, gap opening penalties, gap extension penalties, comparison 
matrices can be used, including those known in the Program Handbook, Wisconsin Package, 
Version 9, September 1997. The choice is dependent on the comparison to be made and is further 
dependent on whether the comparison is carried out between sequence pairs, where GAP or Best 
Fit are preferred, or between a sequence and an extensive sequence databank, where FASTA or 
BLAST are preferred. 

A correspondence of 40% determined by .the above algorithm is characterized within the 
scope of this application as 40% identity. The same thing is true for higher percentages. 

Surprisingly, it rums out that the combination of a type 1 mutation and a type 2 mutation 
in a proton-translocating retinal protein in accordance with the invention can lead to far-reaching 
constancy of the all-trans retinal content and to slowing of the photocycle. The all-trans retinal 
content of the dark-adapted form of the proton-translocating retinal protein in accordance with 
the invention, as a rule, differs from that of the light-adapted form by no more than 10%. In 
preferred embodiments, the differences are even smaller and are a maximum of 8 or even a 
maximum of 5%. Surprisingly, it additionally turns out that it is, in particular, muteins whose 
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all-trans retinal content does not differ significantly in light- and dark-adapted states, i.e., it does 
not differ by more than 1 0%, have an all-trans retinal content of at least 60% in light- and dark- 
adapted states. This unexpected side effect is. extremely advantageous, since any increase of the 
fraction of the molecules that participate in the "trans-cycle" upon exposure to light lead to a 
clearer change of color and thus to an improvement of the optical properties. 

In accordance with the invention, muteins that have a constant all-trans retinal content in 
the range of at least 60 to 100%, preferably 62% or 65% up to 100%, are made available. While 
most retinal proteins have an all-trans retinal content in the range of 60 or 65% to 85%, 
especially preferred embodiments provide an all-trans retinal content of at least 70% or 75%, at 
best even 80% to 100%. 

In a preferred embodiment, the natural proton-translocating retinal protein, whose 
mutein(s) have the properties noted'above, is an archebacterial bacteriorhodopsin, for example a 
halobacterial rhodopsin, preferably bacteriorhodopsin (SEQ ID No. 1) from Halobacterium 
salinarum. 

The proton-translocating retinal protein in accordance with the invention includes 
muteins with a type 1 and a type 2 mutation, whose amino acid sequence has at least 40% 
identity with the amino acid sequence SEQ ID No. 1 . In other embodiments the identity is at 
least 50, 60 or 70%. In an especially preferred embodiment, the identity is at least 80, 90 or 95%. 

In another preferred embodiment, the proton-translocating retinal protein is a hpmolog 
with an amino acid sequence that, in the region of the C-helix and/or the F-helix, has an identity 
of at least 60% with the corresponding amino acid sequences of the mature bacteriorhodopsin 
from SEQ ID No. 1 . In other preferred embodiments, the percentage of identity for the C-helix. 
and/or the F-helix is at least 70, 80 or 90%, preferably at least 95%. The degree of identity for 
the C- and the F-helixes can be the same or different. 

The photocycle of the proton-translocating retinal protein in accordance with the 
invention is slowed by the type 1 mutation. The thermal cycle time in any case is more than 
10 msec, preferably more than 1 sec or even more than 10 sec. In especially preferred 
embodiments, the thermal cycle time lies in the minute range, i.e., it is more than 1 min, while in 
other preferred embodiments it is even more than 5 or 10 min. In an extreme case, the thermal 
cycle time can be up to 2 h, but as a rule it is not more than 90 or 60 min. 

The type 1 mutation of the proton-translocating retinal protein can consist of an amino 
acid exchange at one or more of the amino acid positions that participate in the catalytic cycle in 
the natural protein. This invention includes, therefore, retinal proteins in which one or more 
positions of the amino acids that participate in proton-translocation, from the group of the amino 
acid residues D38,^82,D85, D96, D102, D104, E194 and/or E204 in accordance with SEQ ID 
No. 1 or their corresponding amino residues in homologous proteins, has been modified. A 



preferred amino acid exchange is D96N 5 i.e., the amino acid D in position 96 of SEQ ID No. 1 or 
the corresponding amino acid in a homologous protein is replaced by N. Other preferred amino 
acid exchanges are D38R and Dl 02R and/or Dl 04R. 

The type 2 mutation of the retinal proteins in accordance with the invention leads to an 
amino acid exchange at one or more of the amino acid positions that form the retinal binding 
pocket, and/or immediately adjacent positions. The retinal binding pocket is understood to be the 
sum of the amino acids that give the Schiff bases of the retinals their characteristic chemical and 
physical properties. The amino acids that form the retinal binding pocket or immediately 
adjacent amino acids are chosen from the group of the amino acid residues Val49, Ala53, L93, 
Metl 18, Glyl22, S141 and Met 145 in accordance with SEQ ID No. 1, or their corresponding 
amino acid residues in homologous proteins. In preferred embodiments, the type 2 mutation is 
V49A, V49G, V49F, L93A, G122K, G122C, G122M, SI 41 A, S141M, M145I, M145F, M145W, 
Ml.45C.or M145K. These type 2 mutations surprisingly bring about a constancy of the all-trans 
fraction in the retinylidene part of the bacteriorhodopsin in light- and dark-adapted states. 

The absorption maxima and retinal isomer ratios of the Halobacterium salinarum wild 
type (WT), the pure type 1 mutant D96N, the pure type 2 mutants M145F and L93A and the 
retinal proteins D96N-M145F and D96N-L93A in accordance with the invention are indicated in 
the following table: 
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Especially preferred combinations of type 1 and type 2 mutations are, for example, 
V49A-D96N, L93A-D96N and M145F-D96N (see Figure 1). 

In another embodiment, the retinal proteins in accordance with the invention are in 
membrane-bound form, where the membrane has a density between 1 .10 and 1 .20 g/cm . In a 
preferred embodiment, the density is between 1 . 1 75 and 1 . 1 85 g/cm 3 . The form of a purple 
membrane with a density of 1 .1 8 g/cm 3 is especially preferred. 

Further, nucleic acids that code for the above described retinal proteins are made 
available in accordance with the invention. These nucleic acids can be produced, on the one 
hand, by mutations of already known genes for proton-translocating retinal proteins, for 
example, the gene that codes for the bacteriorhodopsin from Halobacterium salinarum (Dunn et 
al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 78, 6744-6748, 1981), and on the other hand, they can be 
prepared completely synthetically by known methods. Since the genetic code of the Archaea 
does not differ from that of the Prokarya and Eukarya, nucleic acids intended for transformation 
in halobacteria can also be produced by the known rules. The specialist will of course make the 
effort to take into account codon usage matched to the host organism that is called for in each 
case. The nucleic acids in accordance with the invention can be ribonucleic acids and/or 
deoxyribonucleic acids. 

Further, in accordance with the invention, vectors that include nucleic acids that code for 
the proton-translocating retinal proteins are made available. In each case, according to the host 
organism intended for this vector, the specialist will choose between Archebacterial vectors, 
vectors for expression in Prokarya (E. coli, Bacillus, Pseudomonas, Klebsiella etc.) or Eukarya 
(yeasts, animal cell cultures (CHO, HeLa, COS, etc.), plants or plant cells, insects). 

Further, in accordance with the invention, a host cell that contains a nucleic acid that 
codes for a proton-translocating retinal protein in accordance with the invention or a vector in 
accordance with the invention is made available. The host cells are, for example, Archaea, 
preferably halobacteria, especially preferably Halobacterium salinarum, the transformation of 
which has been described (Cline et al., Can. J. Microbiol. 35, 148-152, 1989). Alternatively, 
vectors in accordance with the invention can also be expressed in E. coli or other prokaryotic 
hosts, if needed, even in the above-mentioned eukaryotic cells. 

In addition, in accordance with the invention, a photochromic composition that can 
contain stabilizers, additives that reduce foam formation and/or that absorb UV light, and/or 
buffer substances in addition to a proton-translocating retinal protein in accordance with the 
invention are made available. 

The photochromic composition in accordance with the invention can contain, for 
example, glycerol, organic polymers and/or organic solvents. 




The proton-translocating retinal protein or the photochromic compositions that contain 
them can be used to produce optical films. The preparation of optical films from 
bacteriorhodopsin is already known and described in detail, for example, in Hampp et al., SPIE 
3623, 243, 1999. An optical film produced using the proton-translocating retinal proteins in 
accordance with the invention is suitable for optical recordings. Another possibility for using 
such optical films is with interferometry or in holographic pattern recognition. The use of optical 
films as optical light modulators is also possible. Beyond that, the preparation of high density 
storage means for optical data storage is conceivable (Birge, Scientific American, 1995, 66). 

In addition, this invention makes available the use of a proton-translocating retinal 
protein and/or a photochromic composition as a security dye. In a first embodiment, the retinal 
protein and/or the photochromic composition are applied to a document or an object that requires 
security protection. In another embodiment, the photochromic composition in accordance with 
the invention (or the retinal protein) that has been applied to the document or object requiring 
protection can be affixed to the document or object. 

Affixing in accordance with this invention can be brought about by physical enclosure or 
covalent coupling to the document. In accordance with the invention, the document requiring 
security protection is, for example, a security paper, an identification card or a banknote. 
However, any other document that has a need for security protection can be considered as a 
document in accordance with the invention. 

Finally, this invention makes available a method for producing documents with a security 
mark, which is characterized by the fact that before, during or after the preparation of the 
document in the usual way, a proton-translocating retinal protein in accordance with the 
invention or a photochromic composition in accordance with the invention is applied to it and 
optionally affixed to it. 

The following figures and examples illustrate the invention. 

Figure 1 shows the absorption spectra of various proton-translocating retinal proteins in 
accordance with the invention in comparison to the spectrum of the wild type or of muteins with 
only one mutation. The solid line in each case shows the absorption spectrum in light-adapted 
state and the broken line shows the spectrum in dark-adapted state. In particular: 

Figure 1 A. Wild type Halobacterium salinarum with the amino acid sequence of SEQ 
ID No. 1 . The absorption maximum in light-adapted state is at 568 nm, 
while in dark-adapted state it is 560 nm. 
Figure IB. Absorption spectrum of type 1 mutant D96N. The absorption-maximum 

shifts from 569 nm in light-adapted state to 560 nm in dark-adapted state. 
Figure 1C. Type 2 mutant V49A. The absorption maximum in light-adapted is at 
549 nm. 




Figure ID. Retinal protein in accordance with the invention with the double mutation 
V49A-D96N. The absorption maximum of 559 nm in light-adapted state is 
shifted by 2 nm to 557 nm in dark-adapted state. 

Figure IE. Type 1 mutation L93A. The absorption maximum is at 541 nm in light- 
adapted and dark-adapted states. 

Figure IF. Retinal protein in accordance with the invention with the double mutation 
L93 A-D96N. The absorption maximum is at 544 nm in light-adapted and 
dark-adapted states. This double mutant achieves an all-trans fraction of 
more than 80% in dark-adapted state. 

Figure 1 G. Type 2 mutation type M145F. The absorption maximum is at 559 nm in 
light-adapted state and at 558 ran in dark-adapted state. 

Figure 1H. Retinal protein in accordance with the invention with the double mutation 
D96N-M 1 45F. This double mutant achieves an all-trans fraction of 66% in 
dark-adapted state; the adsorption maximum is at 560 nm for the light- 
adapted and for the dark-adapted retinal proteins. 

Example 1 

Preparation of a photochroniic composition 

For preparation of a photochromic composition, the individual proton-translocating 
retinal proteins are first obtained either from natural halobacteria populations or recombinantly 
by transformation of Halobacterium salinarum (Cline & Doolittle, J. Bact. 169, 1341-1344, 
1 987) by point-specific mutagenesis of the bacteriorhodopsin gene (Dunn et al., Proc. Natl., 
Acad. Sc., USA 78, 6744-6748). The purple membrane of the transformed halobacteria is 
isolated and purified by known procedures (Oesterhelt & Stoeckenius, Meth. Enzym. 31, 
667-678, 1974). The method described in German Patent Application 199 45 798.0 can be used 
to recover bacteriorhodopsin on a large scale. 

Example 2 

Affixing the photochromic composition on a surface 

The photochromic composition in accordance with the invention can, for example, be 
physically enclosed in a matrix material. Specifically, for example, 10 mg purple membrane 
containing bacteriorhodopsin D96N/M145F are uniformly suspended in 4 mL of a UV-hardening 
dye (IFS 3000, Schmitt) and applied to the document that requires security protection. After 
exposure of a document marked in this way to UV light (according to the manufacturer's 
instructions), the purple membrane particles are situated in the hardened plastic. 




Example 3 

Application of the photochromic composition by various methods 
Screen Printing 

The principle of screen printing is through printing, similar to a stencil technique. The 
master consists of a screen fabric, which is provided with a dye-impermeable barrier layer. The 
image to be printed remains open. The printing takes places by drawing a doctor blade over the 
screen, which has been filled with ink. The ink is in this way transferred to the underlying 
substrate. To produce a screen printing ink, 100 mg/mL purple membrane is stirred overnight in 
a 7.2% PVA solution (Mowiol Type 56-98). When the rheological properties correspond to the 
standard sample, the resulting mixture can be printed using a-standard screen printing machine. 

Offset Printing 

1 g purple membrane is stirred into 5 mL of an unpigmented ink (Schmitt UFOl) at 
50°C. The resulting mixture can be printed using the current offset technique. 

Example 4 

Preparation of a wear-resistant security mark 

Wear-resistance of the photochromic composition can be achieved by laminating the 
document coated with proton-translocating retinal protein into a film pocket of type GHQ-120TR 
at a temperature of 90 to 140°C using a hot lamination machine (GPM, Mylam 9). 

Example 5 . 

Increasing the UV-resistance of the security mark 

To increase the UV resistance of the security mark in accordance with the invention, the 
photochromic composition can be provided with a UV absorber or a derivative thereof in a 
concentration of 1 to 30%, preferably 3 to 10% (w/w). Preferred UV absorbers are 
benzophenone, hydroxynaphthoquinone, phenylbenzoxazole, cinnamic acid esters, sulfonamide 
and aminobenzoic acid esters. 

Claims 

1. A proton-translocating retinal protein chosen from the group of: 

(i) muteins of a natural proton-translocating retinal protein from halophilic Archebacteria 
that have a slowed photocycle (type 1 mutation) and whose all-trans retinal contents m light- and 
dark-adapted states deviate from each other by no more than 1 0% (type 2 mutation) and/or 

(ii) homologs of muteins (i) with a slowed photocycle, whose retinal isomer composition 
in light- and dark-adapted states deviate from each other by no more than 10%. 



16 



2. A proton-translocating retinal protein according to Claim 1, characterized by the fact 
that its retinal isomer composition in light- and dark-adapted states consists of at least 60% all- 
trans retinal. 

3. A proton-translocating retinal protein according to Claim 1 or 2, characterized by the 
fact that the natural proton-translocating retinal protein is an Archaea bacteriorhodopsin. 

4. A proton-translocating retinal protein according to one of Claims 1 to 3, characterized 
by the fact that the Archaea bacteriorhodopsin is a rhodopsin from halobacteria. 

5. A proton-translocating retinal protein according to one of Claims 1 to 4, characterized 
by the fact that the archebacterial rhodopsin is bacteriorhodopsin (SEQ ID No. 1) from 
Halobacterium salinarum. " * 

6. A proton-translocating retinal protein according to one of Claims 1 to 5, characterized 
by the fact that the homolog has an amino acid sequence that has at least 40% identity with the 
amino acid sequence SEQ ID No. 1. 

7. A proton-translocating retinal protein according to one of Claims 1 to 6, characterized 
by the fact that the homolog has an amino acid sequence that has at least 60% identity with 
amino acid sequence SEQ ID No. 1 in the region of the C- and/or F-helixes. 

8. A proton-translocating retinal protein according to at least one of Claims 1 to 7, 
characterized by the fact that the photocycle of the muteins with type 1 mutation has a thermal 
cycle time of more than 1 0 msec. 

9. A proton-translocating retinal protein according to at least one of Claims 1 to 8, 
characterized by the fact that the type 1 mutation is an amino acid exchange at one or more of the 
amino acid-positions that participate in the catalytic cycle in the natural protein. 

10. A proton-translocating retinal protein according to Claim 9, characterized by the fact 
that the amino acids that participate in the catalytic cycle are chosen from the group that includes 
the amino acid residues D38, R82, D85, D96, D102, D104, E194 and/or E204. 

1 1. A proton-translocating retinal protein according to at least one of Claims 1 to 10, 
characterized by the fact that the type 2 mutation is an amino acid exchange at one or more of the 
amino acid positions that form the retinal binding pocket. 

12. A proton-translocating retinal protein according to Claim 11, characterized by the fact 
that the amino acids that form the retinal binding pocket are chosen from the group that includes 
the amino acid residues Val49, Ala53, L93, Metl 18, Glyl22, S141 and Met 145. 

13: A proton-translocating retinal protein according to one of Claims 1 to 12, 
characterized by the fact that it is a mutein of bacteriorhodopsin from Halobacterium salinarum 
(SEQ ID No. 1) with mutations chosen from the following group: 

V49A-D96N; L93A-D96N; M145F-D96N, 
or a homdlog of such a mutein. 
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14. A proton-translocating retinal protein according to at least one of Claims 1 to 13, 
characterized by the fact that the retinal protein is present in the form of a purple membrane. 

1 5. A proton-translocating retinal protein according to Claim 14, characterized by the fact 
that the density of the purple membrane is between 1.10 and 1 .20 g/cm 3 . 

1 6. A proton-translocating retinal protein according to Claim 1 5, characterized by the fact 
that the density of the purple membrane is between 1.175 and 1.185 g/cm 3 . 

• 1 7. A nucleic acid coding for a proton-translocating retinal protein according to one of 
Claims 1 to 13. 

1 8 . A vector comprising a nucleic acid according to Claim 17. 

19. Host cells containing a nucleic acid according to Claim 17 and/or 'a vector according 
to Claim 18. 

20. A photochromic composition containing at least one proton-translocating retinal 
protein according to one of Claims 1 to 16, further containing one or more additives chosen from 
stabilizers, compositions that reduce foam formation, additives that absorb UV light, and buffer 
substances. 

21 . A photochromic composition according to Claim 20, characterized by the fact that it 
contains glycerol, organic polymers and/or organic solvents. 

22. The use of a proton-translocating retinal protein according to at least one of Claims 1 
to 16 and/or a photochromic composition according to one of Claims 20 or 21 to produce optical 
films. 

23. A use according to Claim 22, characterized by the fact that the optical film is suitable 
for optical recording. 

24. A use according to Claim 22, characterized by the fact that the optical film is suitable 
for interferometry. 

25. A use according to Claim 22, characterized by the fact that the optical film is suitable 
for holographic pattern recognition. 

26. A use according to Claim 22, characterized by the fact that the optical film is suitable 
as an optical light modulator. 

27. Use of a proton-translocating retinal protein according to one of Claims 1 to 16 to 
produce high density storage means for optical data storage. 

28. Use of a proton-translocating retinal protein according to at least one of Claims 1 to 
16 or a photochromic composition according to at least one of Claims 20 or 21 as a security dye. 

29. A use according to Claim 28, characterized by the fact that the proton-translocating 
retinal protein and/or the photochromic composition are applied to a document that requires 
security protection or an object that requires security protection. 
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30. A use according to Claim 29, characterized by the fact that the proton-translocating 
retinal protein and/or the photochromic composition applied to the document or object and/or the 
photochromic composition are affixed to the document or the object. 

3 1 . A use according to Claim 30, characterized by the fact that affixation is brought about 
by physical enclosure or covalent coupling to the document or the object. 

32. A use according to one of Claims 29 to 31, characterized by the fact that the 
document in need of security protection is a security paper. 

33 . A use according to one of Claims 29 to 3 1 , characterized by the fact that the 
document iii need of security protection is an identification card. 

34. A use according to one of Claims 29 to 3 1 , characterized by the fact that the 
document in need of security protection is a banknote. 

35. A method for producing documents with a security mark, characterized by the fact 
that before, during or after the preparation of a document in the usual way, a proton-translocating 
retinal protein according to one of Claims 1 to 1 6 or a photochromic composition according to 
one of Claims 1 7 or 1 8 is applied and optionally affixed to it. 



